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Background and Objectives The main treatment for celiac disease is a gluten-free diet. Gluten infection oc-
curs in 55%-32% of these patients, which can cause symptoms in these patients. Many patients with celiac 
disease are dissatisfied with a gluten-free diet and are interested in a non-dietary alternative treatment. 
Methods In this study, probiotic samples of local dairy (milk, yogurt, and cheese) from Iran were collected 
in sterile conditions and after enzymatic extraction using a lysis buffer and a sonication method for en-
zyme activity of prolyl endopeptidase and aminopeptidase N were evaluated. 
Results The highest absorption rate for Z-Gly-Pro-4-nitroanilide substrate that performs the evaluation 
of prolyl endopeptidase enzyme, respectively, for strains C10-1 (L. pentosus), B6-1 (L. fermentum), C5-2 
(L.paracasei), Y5 (L.paracasei) and C11-1 (L. pentosus) and in relation to Leu-p-NA which assesses ami-
nopeptidase N The highest uptake was observed for strains K1 (L. helveticus), B8-2 (L. plantarum), Y5 
(L.paracasei), P2-3 and P35 (L. plantarum), respectively. All of the above strains showed significantly 
different uptake than the negative control containing buffer and substrate (P<0.05). Finally, the 16s rRNA 
sequence of the isolated strains was registered in NCBI database.
Conclusion The results of the present study showed that number of native Iranian probiotics have effec-
tive activity of prolyl endopeptidase and aminopeptidase N which can be used as a selective combina-
tion for gluten degradation and to help celiac patients.
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مقاله پژوهشی:

مقایسه اثرات پروبیوتیک های بومی و تجاری بر تجزیه گلوتن

زمینه و هدف درمان اصلی بيماري سلياك رژیم غذایی فاقد گلوتن است. آلودگی به گلوتن در رژیم غذایی براي 32-55 درصد از این 
بيماران رخ می دهد که می تواند سبب بروز علائم در این بيماران شود. یکی از نوین ترین روش های درمان سلياك استفاده از پروبيوتيک های 

تغيير دهنده یا تجزیه کننده پلی پپتيدگلوتن است.
روش بررسی در این مطالعه، نمونه های پروبيوتيک موردنظر از لبنيات محلی )شير، ماست، کشک،  سرشير و پنير( و گياهان دارویی 
)نعنا و پونه و ریحون( ایران در شرایط استریل جمع آوری شدند و سپس فعاليت آنزیم های پروليل اندوپپتيداز و آمينوپپتيداز نوع N مورد 

ارزیابی قرار گرفتند.
یافته ها بيشترین ميزان جذب برای سوبسترای Z-Gly-Pro-4-nitroanilide که ارزیابی آنزیم پروليل اندوپپتيداز را انجام می دهد به ترتيب 
(L. pentosus) C11- و (L.pentosus) C1-10، (L. fermentum) B6-1 ، (L.paracasei) C5-2 ، (L.paracasei) Y5مربوط به سویه های

 1است. در رابطه با سوبسترای Leu-p-NA که ارزیابی آمينوپپتيداز نوع N را انجام می دهد بيشترین ميزان جذب به ترتيب مربوط به 
سویه های K1 ،(L. plantarum) B8-2 ، (L.paracasei) Y5 ،( L. pentosus) P2-3 (L. helveticus) و P35 (L. plantarum) است. همه ی 

 .)P<0/05( سویه های مذکور نسبت به کنترل منفی که حاوی بافر و سوبسترا بود جذب با اختلاف معنادار را نشان دادند
 N نتیجه گیری نتایج مطالعه نشان داد که تعدادی از پروبيوتيک های بومی ایران دارای فعاليت مؤثر پروليل اندوپپتيداز و آمينوپپتيداز نوع

هستند که می توانند به  عنوان گزینه های انتخابی جهت تجزیه گلوتن و کمک به بيماران سلياکی مورداستفاده قرار گيرند. 

کلیدواژه ها: 
بيماری سلياك، 

گلوتن، پروبيوتيک، 
پروليل اندوپپتيداز، 
N آمينوپپتيداز نوع
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مقدمه

بيماری سلياك1 یا اسپروی سلياك یک انتروپاتی خودایمنی مزمن 
روده باریک با زمينه ژنتيکی است که مربوط به عدم تحمل گلوتن 
است ]1[. طبق مطالعات قبلی ، این بيماری در بزرگسالان و کودکان 
با نرخ نزدیک به 1درصد بروز می کند و شيوع نسبتاً یکنواخت در 
بسياری از کشورها جهان دارد ]2[. اولين توصيف دقيق از بيماری 
توسط ساموئل جی در سال 1888 انجام شد. او پيشنهاد کرد که 
رژیم  درمانی ممکن است برای بهبود علائم بيماری مفيد باشد ]3[. 

1. Coeliac disease

گلوتن ترکيبی از دو گليکوپروتئين پرولامين )در گندم به نام 
در  گلوتن  است.  گلوتنين(  نام  به  گندم  )در  گلوتلين  و  گليادین( 
جو  چاودار،  تریتيکاله،  گندم،  جمله  از  غلات  دانه های  آندوسپرم 
دوسر و جو یافت می شود. مولکول های غيرقابل تجزیه گليادین از 
جمله α_گليادین که نسبت به هضم توسط آنزیم های گوارشی مقاوم 
هستند، در مجراي گوارشی باقی می مانند و ایجاد سميت می کنند. 
در صورتی که فرد مبتلا، پروتئينی از دسته گلوتن را مصرف کنند، 
دچار یک واکنش ایمنی می شود که منجر به آسيب پرزهای روده 
باریک و اختلال در جذب مواد غذایی می شود ]5 ،4[. علائم بالينی 
در نوزادان و کودکان کم سن و سال به صورت رشد ناکافی و اتساع 
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شکمی است. کودکان با سن بيشتر و نوجوانان علائم خارج روده ای و 
علائم نورولوژیک و آنمی را بروز می دهند ]6[. 

درمان اصلی بيماري سلياك رژیم غذایی فاقد گلوتن است ]7[ 
و بهبودي و رفع علائم بيماری طی چند روز تا چند هفته رخ 
اثربخشی این رژیم غذایی، به دليل هزینه بر  با وجود  می دهد. 
امکان دسترسی  به گلوتن و عدم  آلودگی های احتمالی  بودن، 
درمان  یک  به  بيماران  گلوتن،  بدون  غذایی  مواد  به  مداوم 
پيشرفت های   .]8[ می دهند  نشان  بيشتری  علاقه  غيررژیمی 
ارائه درمان هایی نوینی  جدید در پاتوفيزیولوژي سلياك سبب 
 ،zonulin مهارکننده  ژنتيکی،  تغييریافته  گلوتن هاي  قبيل  از 
واکسن درمانی )Nexvax2( و مهارکننده ترنس گلوتاميناز بافتی 

شده است ]9[. 

یکی از جدیدترین این درمان ها، استفاده از پروبيوتيک هاست. 
منبع باکتری های پروبيوتيک، لبنيات و ميوه ها هستند ]10[. 
مهم ترین ميکروارگانيسم هایی که در منابع گوناگون تحت عنوان 
از آن ها یاد می شود را می توان در 4 دسته جنس  پروبيوتيک 
لاکتوباسيل، جنس غيرلاکتوباسيل، جنس بيفيدوباکتریوم و سایر 
پروبيوتيک ها خلاصه کرد. مهم ترین و مرسوم ترین پروبيوتيک ها 
به جنس های لاکتوباسيلوس و بيفيدوباکتریوم تعلق دارند ]11[. 
مطابق مطالعات انجام شده پروبيوتيک ها با پيشگيری از اسهال، 
متعادل کردن ميکروفلور روده، تعدیل ایمنی، کاهش کلسترول، 
فشار  کاهش  سرطان،  از  پيشگيری  و  لاکتوز  تحمل  بهبود 
التهاب و کاهش نشانه های آلرژیک نقش درمانی  خون،کاهش 
مؤثری را ایفا می کنند ]12[. همچنين پروبيوتيک ها می توانند 
سبب بهبود بيماری های خود ایمنی همچون مياستنی گراویس و 

اسکيزوفرنی شوند ]14 ،13[. 

این ها  که  می دهد  نشان  پروبيوتيک ها  خصوص  در  بررسی ها 
قادر به توليد آنزیم های تجزیه کننده گليادین هستند که منجر به 
بهبود علائم بيماری می شود ]15[. در بررسی ها نشان داده  شده که 
تعدادی از باکتری ها متعلق به گونه لاکتوباسيل و بيفيدوباکتریوم 
حفاظت  هستند، سبب  گلوتن  تجزیه کننده  آنزیم های  دارای  که 
گليادین می شوند ]9[.  اثرات سمی  برابر  در  اپی تليال  سلول های 
(Bifido- که ترکيبی از 8 گونه پروبيوتيک VSL#3  نمونه تجاری
bacterium breve, B. longum, B. infantis, Lactobacil-

 lus plantarum, L. acidophilus, L. casei, L. delbrueckii
 subsp. bulgaricus, and Streptococcus thermophiles)
است در تجزیه پلی پپتيدهاي گليادین کارآمد عمل می کند. فعاليت 
آنزیم های تجزیه کننده پپتيدهای غنی از پرولين و آمينوپپتيدازهایی 
که تنظيم کننده تجزیه اپيتوپ های گليادین است به  طور وسيعی در 

 VSL#3موجود است ]16[. 

با توجه به شيوع رو به افزایش بيماری سلياك در جهان ]17[ 
و ایران ]18[ و نيز با توجه به عوارض جسمی، روانی، اجتماعی 
و اقتصادی حاصل از ابتلا به بيماری سلياك ]19[ و همچنين 

محدودیت های مطالعات انجام شده در ایران در رابطه با اثر پروبيوتيک 
بر تجزیه پلی پپتيد گلوتن، طراحی مطالعه ای مبتنی بر بررسی اثرات 
پروبيوتيک های بومی ایران در تجزیه گلوتن )گيليادین( ضروری به 

نظر می رسد. 

روش بررسی

جمع آوری نمونه 

نمونه های مورد نظر از لبنيات محلی )شير، ماست، پنير، کشک، 
کره و سر شير( و گياهان دارویی ایران )نعنا و پونه و ریحون( در 
شرایط استریل جمع آوري شدند ]20[. نمونه ها از شهرهایی همچون 
اصفهان، اراك، یزد،  زنجان، تالش، گلپایگان،  فيروزکوه، شيراز، تبریز، 
طالقان و پلور در بين سال 1396 تا 1397 جمع آوری شدند. سپس 

نمونه ها در دماي 4 درجه نگهداري شدند.

آماده سازی نمونه ها

یک گرم از نمونه های گياهی ابتدا با تيغ استریل خرد شدند و 
نمونه های لبنی تنها با ورتکس به مدت یک دقيقه در 10 ميلی ليتر 
به مدت 48  نمونه ها  محيط MRS broth هموژن شدند. سپس 
ساعت در دمای 37 درجه در شرایط بی هوازی انکوبه شدند. بعد از 
انکوباسيون، برای به دست آوردن تک کلنی از هر یک از محيط های 
 MRS agar پليت های  به  سوسپانسيون  0/3ميلی ليتر  ذکرشده، 
منتقل و به  صورت چمنی کشت داده شدند. سپس نمونه ها به مدت 
48 ساعت در دمای 37 درجه سانتی گراد در شرایط بی هوازی انکوبه 

شدند. 

رنگ آمیزی و تست بیوشیمیایی 

بعد از انکوباسيون، از هریک از کلنی های به دست آمده رنگ آميزی 
گرم و تست کاتالاز به عمل آمد. پس از اطمينان از وجود باکتری های 
از  منفی،  کاتالاز  و  مثبت  گرم  کوکسی،  تا  باسيل  کوکو  ميله ای، 
هرکدام کشت خالص تهيه  شد و برای انجام آزمایش های بعدی در 
محيط MRS broth حاوی 20درصد گليسرول، در دمای منفی 20 

درجه نگهداری شد.

جداسازی پروبیوتیک و تهیه بیومس 

از  درصد   1  ، MRS Broth کشت  محيط  از  ميلی ليتر   10 به 
سوسپانسيون سویه های جداسازی شده از لبنيات تلقيح شد و برای 
24 ساعت در شرایط بی هوازی و در دمای 35 درجه انکوبه شد. 
بعد از انکوباسيون، بيومس باکتري به وسيله سانتریفيوژ به مدت 
20 دقيقه در دمای 4 درجه و دور g 5000 جدا سازی شد. سپس 

آنزیم ها از بيومس جداسازي شدند.

الهام رستمی و همکاران. مقایسه اثرات پروبیوتیک های بومی و تجاری بر تجزیه گلوتن
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استخراج آنزیم

سانتریفيوژ  وسيله  به  باکتری  بيومس  انکوباسيون،  از  بعد 
)5000g( جدا شد. سپس آنزیم ها از بيومس جداسازی شدند. 
فيزیولوژیک  سرم  با  بار  دو  باکتری  بيومس  منظور  این  برای 
استریل شست وشو شدند و هر بار به مدت 20 دقيقه در دمای 4 
درجه و دور g 5000 جدا شدند. سپس سلول ها با اضافه کردن 
μl 500 بافر ليز کننده و μl 5 تریتون به صورت سوسپانسيون 
 Tris 50mM ،EDTA 5 mM درآمدند. بافر ليز کننده ترکيبی از
 NaCl 50mM،بود. بعد از اضافه کردن بافر ليز کننده سلول ها در 
معرض سونيفيکاسيون )2 دقيقه در دمای 15 درجه، 15 ثانيه 
پالس روشن و 15 ثانيه پالس خاموش سونيکاتور( قرار گرفتند. 
در مرحله بعد برای حذف سلول های آسيب دیده، سانتریفيوژ به 
مدت 20 دقيقه در دمای 4 درجه و دور g 5000 انجام گرفت. 
سوپرناتانت حاوی آنزیم ها برای آناليزهای بعدی مورد استفاده 

قرار گرفت.

غربالگری گونه های تولید کننده آنزیم های پروتئولیتیک

 Z-Gly-Pro-4-nitroanilide (Sigma, سوبسترای کروموژنيک 
از نظر توليد آنزیم های  (St . Louis USA برای غربالگری گونه ها 
Leu-p-nitro-anilin (pNA) (San- و (PepN) N عآمينوپپتيداز نو

(ta Cruz Biotechnology, Inc برای غربالگری گونه ها از نظر توليد 
گرفت. سوبستراهای  قرار  استفاده  مورد   )PEP( پروليل اندوپپتيداز 
وجود  صورت  در  که  دارای  p-nitro-anilin (pNA)هستند  فوق 
آنزیم پروتئوليتيک در نمونه برش خورده و آزاد می شوند. رهایی 
آن ها را می توان با اندازه گيری جذب با دستگاه اسپکتروفوتومتر در 
طول موج nm 410 بررسی کرد. فعاليت پروتئوليتيک بدین صورت 
مورد ارزیابی قرار گرفت که μl 100 از محلول حاوی آنزیم که در 
بالا آماده سازی آن توضيح داده شد در 2ml بافر پتاسيم فسفات حل 
شد و μl 50 سوبسترای کروموژنيک که در متانول حل شده بود، 
به آن اضافه شد. ترکيب واکنش برای 1 ساعت در دمای 37 درجه 
با دستگاه   pNA انکوبه شد. آزادسازی ملکول تحت لرزش مداوم 
اسپکتروفوتومتر در طول موج nm 410 اندازه گيری شد. 5 نمونه 
از گونه هایی که بيشترین جذب را داشتند تعيين سویه شدند که 
می توانند به  عنوان گونه های دارای توانایی بالقوه جهت بهبود بيماران 

سلياکی در نظر گرفته شوند. 

شناسایی ملکولی سویه های انتخاب شده

کلون(  )سينا   DNG PLUS K it از  استفاده  با   DNA استخراج 
مولکولی  شناسایی  گرفت.  انجام  توليدکننده  دستورالعمل  طبق 
توسط تعيين توالی ژن S rRNA16 انجام شد. هر 25 ميکروليتر از 
 1 ، Amplicon Master Mix حاوی 12/5 ميکروليتر PCR ترکيب
ميکروليتر از هرکدام پرایمرهای Forward و Reverse ، 1ميکروليتر 
 PCR .الگو )100 نانوگرم( و 9/5 ميکروليتر آب  دیونيزه بود DNA از
به ترتيب در 32 سيکل انجام شد. دناتوراسيون اوليه )95 درجه برای 
3 دقيقه( ، دناتوراسيون )95 درجه برای30 ثانيه( ، اتصال )56 درجه 
برای30 ثانيه( ، تکثير )72 درجه برای 1 دقيقه و 30 ثانيه( و تکثير 
 S rRNA16 نهایی )72 درجه برای 10 دقيقه(. توالی پرایمر ژن
مورد استفاده برای انجام واکنش های زنجيره ای پليمراز و شناسایی 

مولکولی باکتری ها در جدول شماره 1 آمده است.

PCR آنالیز نتایج

قطعات تکثيرشده ازS rRNA16  )تقریباً 1500 جفت باز( در 
برای 30 دقيقه  ولت  بافر TBE در 100  و  آگارز 1 درصد  ژل 
 safe stain بررسی شد. رنگ آميزی با استفاده از رنگ فلورسنت
 UV انجام شد و درنهایت برای مشاهده نتيجه، ژل زیر تابش نور
 (Gel DocTM XR, Bio- Rad, در دستگاه ژل داك قرار گرفت
(Laboratories, Hercules, CA. سایز قطعات DNA با استفاده 

از لدر 1000 جفت باز )Sinaclon( مورد آناليز قرار گرفتند.

توالی یابی و هم ترازی توالی 

محصول PCR جهت توالی یابی به همراه پرایمرها به شرکت 
تکاپوزیست ارسال شد. توالی به دست آمده به کمک خوانش از هر 
دو طرف توالی یابی شد. در انتها نيز توالی موردنظر در پایگاه های 
سایت ها  این  در  موجود  توالی های  دیگر  با  و  شد  ثبت  داده2 

هم ترازی شدند.

آنالیز آماری

داده های این پژوهش، به  طور متوسط در 3 آزمایش مستقل 
از هم انجام گرفت. ميزان خطای هر آزمایش با استفاده از انحراف 
معيار محاسبه شد. تحليل آماری داده ها، ابتدا به روش غيرپارامتری 

2. NCBI (htpp://www.ncbi.nlm.nih.gov/ BLAST/); EZTaxon (htpp://
eztaxon-EZTaxon e.ezbiocloud.net/identify) 

جدول 1. مشخصات پرایمرهای واکنش زنجيرهای پليمراز

)Tm( دمای ذوب پرایمر)’3’5(نام پرایمرتوالی پرایمر

55/4 AGAGTTTGATCMTGGCTCAGF27

55/4CGGTTACCTTGTTACGACTTR1492
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Z-Gly-Pro-4-nitroanilid (S1) و (S2) Leu-p-NA جدول 2. مشخصات جدایه ها و ميزان جذب در 410 نانومتر با دو سوبسترای

مشاهده میکروسکوپیسویهمنبع جداسازی
میانگین±انحراف معیار

(S1) میزان جذب(S2) میزان جذب

پنیر )تبریز(

C1-10/01±0/0۳0/9۳0±0/22۳باسیل کوتاه گرم مثبت

C1-20/0۳±0/040/275±0/25باسیل متوسط گرم مثبت

C1-30/05±0/020/198±0/۳باسیل متوسط خمیده گرم مثبت

پنیرپودری )پلور(
C3-10/02±0/040/180±0/28باسیل متوسط گرم مثبت

C3-30/01±0/050/0۳1±0/۳9باسیل متوسط گرم مثبت

پنیر روستایی )طالقان(

C5-10/04±0/0۳0/125±0/۳05باسیل کوتاه گرم مثبت

C5-20/02±0/050/0۳4±0/580باسیل متوسط کمی خمیده گرم مثبت

C5-30/0۳±0/060/14۳±0/۳7باسیل متوسط گرم مثبت

C5-40/0۳±0/020/102±0/۳کوکوباسیل گرم مثبت

پنیر محلی )تبریز(
C 6-20/04±0/040/0۳9±0/۳85باسیل متوسط گرم مثبت

C 6-30/05±0/0۳0/28۳±0/۳40باسیل کوتاه گرم مثبت

±0/026±0/020/01±0/290باسیل کوتاه گرم مثبتC7-1پنیر محلی )اصفهان(

±0/129±0/050/02±0/2۳7باسیل کوتاه گرم مثبتC8-1پنیر محلی )شیراز(

پنیر محلی )اراک(
C10-10/04±0/040/1۳5±0/7باسیل کوتاه گرم مثبت

C10-20/0۳±0/020/۳10±0/۳9۳باسیل بلند طنابی گرم مثبت

پنیر )تالش(
C11-10/01±0/020/076±0/4باسیل متوسط گرم مثبت

C11-20/02±0/0۳0/145±0/۳08باسیل متوسط گرم مثبت

کره محلی )اراک(
B1-10/0۳±0/050/05±0/۳15باسیل بلند طنابی گرم مثبت

B1-20/04±0/040/124±0/285باسیل کوتاه گرم مثبت

کره محلی )تبریز(

B2-10/01±0/010/0۳±0/195باسیل بلند طنابی گرم مثبت

B2-20/02±0/020/05±0/۳45باسیل بلند طنابی گرم مثبت

B2-30/01±0/04±0/280±0/0۳باسیل کوتاه گرم مثبت

کره محلی )اصفهان(

B4-10/0۳±0/010/062±0/2۳0±باسیل کوتاه گرم مثبت

B4-20/02±0/040/05±0/۳2۳باسیل بلند طنابی گرم مثبت

B4-30/0۳±0/0۳0/049±0/205کوکوباسیل گرم مثبت

0/02±0/0۳0/0۳5±0/65باسیل کوتاه گرم مثبتB6-1کره محلی )شیراز(

سرشیر محلی )اراک(
B8-10/0۳±0/020/160±0/290باسیل متوسط گرم مثبت

B8-2)0/04±0/020/529±0/۳باسیل کوتاه گرم مثبت )به شدت کش دار

 کره محلی
0/02±0/040/205±0/۳26باسیل کوتاه گرم مثبتB9-1)خراسان شمالی(

0/02±0/0۳0/150±0/۳80باسیل طنابی گرم مثبتY1ماست گاوی )گلپایگان(

پنیر پودری از دوغ کره )تالش(

Y3-20/01±0/010/067±0/۳70باسیل کوتاه گرم مثبت

Y3-40/01±0/0۳0/0685±0/290باسیل متوسط گرم مثبت

Y3-60/0۳±0/010/۳40±0/15باسیل متوسط گرم مثبت زنجیره وار

0/01±0/050/111±0/۳9باسیل کوتاه گرم مثبتY4-1ماست )زنجان(
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انجام گرفت و سپس با استفاده از آزمون من ویتنی محاسبه شد. 
تفاوت معنی دار در محاسبات، Pکمتر از 0/50 در نظر گرفته شد. 
آناليز آماری این مطالعه عمدتاً با استفاده از نرم افزارهای آماری 

 SPSSنسخه 22 انجام گرفت.

یافته ها

غربالگری گونه های تولید کننده آنزیم های پروتئولیتیک

نمونه  لبنی جداسازی شده 50  و  گياهی  نمونه های  ميان  از 
باسيل گرم مثبت و کاتالاز منفی جداسازی شد. جدول شماره 2 
مشخصات سویه ها، منبع جداسازی آن ها و ميزان جذب در 410 
نانومتر را نشان می دهد. تمام داده های ارائه شده ميانگين±انحراف 

معيار هستند.

Z-Gly- نتایج غربالگری )جدول شماره 2( برای سوبسترای
Pro-4nitroanilid(S1) که ارزیابی آنزیم پروليل اندوپپتيداز را 
 C1-10انجام می دهد به ترتيب بيشترین ميزان جذب سویه های
 B6-1 ،C5-2 ،Y5،و C11-1 به خود اختصاص می دهند. مقایسه 
ميزان جذب 50 سویه پروبيوتيک بومی با VSL#3 که به  عنوان 
سویه کنترل مثبت مورد ارزیابی قرار گرفت، نشان می دهد که 
فعاليت آنزیم پروليل اندوپپتيداز به  طور عمومی در همه  سویه ها 
مشاهده می شود. همه  سویه ها نسبت به کنترل منفی که حاوی 

بافر و سوبسترا بود جذب را با اختلاف معناداری را نشان دادند 
)P<0/05(. در 10 سویه، ميزان جذب از کنترل مثبت، مقادیر 
بالاتری را نشان می دهد که البته این اختلاف معنادار نيست 
که بتوان ادعا کرد در سویه های بومی فعاليت بالاتری مشاهده 
می  شود، اما فعاليت در سطح VSL#3 را می توان برای سویه های 
بومی مطرح کرد. در رابطه با سوبسترای Leu-p-NA که ارزیابی 
آمينوپپتيداز نوع N را انجام می دهد، بيشترین ميزان جذب به 
ترتيب مربوط به سویه های K1، B8-2، Y5، P2-3 و P35 است. 
سویه  Y5برای هردو آنزیم دارای فعاليت است. در مقایسه با 
فعاليت آنزیمی پروليل اندوپپتيداز، همه  سویه های پروبيوتيک 
بومی برای آنزیم آمينوپپتيداز نوع  Nدارای فعاليت نيستند و 
اختلاف معناداری نسبت به کنترل منفی نشان ندادند. البته 8 
سویه جذب بيشتری نسبت به VSL#3 که به  عنوان سویه کنترل 
مثبت مورد ارزیابی قرار گرفت، نشان دادند و سایر سویه ها فاقد 
چنين فعاليتی بودند. در این مورد هم اختلاف ميزان جذب 
برای سویه های مثبت نسبت به VSL#3 معنادار نبوده و تنها 
می توان ادعا کرد که سویه های فوق دارای فعاليت هم سطح با 
نمونه تجاری هستند. 5 سویه که دارای بيشترین ميزان جذب 
برتر  سویه های  عنوان  به   بودند،  مذکور  سوبسترای  دو  برای 
شناسایی مولکولی شدند تا جنس و گونه آن ها مشخص شود. 
تصویرهای شماره 1 و 2، به ترتيب 5 سویه مثبت برای آنزیم 

مشاهده میکروسکوپیسویهمنبع جداسازی
میانگین±انحراف معیار

(S1) میزان جذب(S2) میزان جذب

ماست چکیده
0/02±0/0۳0/518±0/55باسیل کوتاه گرم مثبتY5)نام آور فیروزکوه(

ماست )اصفهان(

Y6-10/01±0/020/076±0/250باسیل بلند رشته ای گرم مثبت

Y6-20/02±0/010/1۳9±0/18باسیل بلند رشته ای گرم مثبت

Y6-30/01±0/010/0۳9±0/111باسیل کوتاه گرم مثبت

ماست محلی )اراک(
Y7-10/0۳±0/020/17۳±0/150باسیل بلند طنابی گرم مثبت

Y7-20/02±0/0۳0/105±0/2باسیل کوتاه گرم مثبت

ماست محلی )اصفهان(
Y8-10/01±0/040/09±0/285باسیل ضخیم بلند طنابی گرم مثبت

Y8-20/02±0/0۳0/085±0/۳۳۳باسیل کوتاه گرم مثبت

0/02±0/010/087±0/145باسیل بلند طنابی گرم مثبتY9-1ماست محلی )یزد(

0/04±0/0۳0/586±0/۳باسیل بلند گرم مثبت زنجیر کوتاهK1کشک محلی )اصفهان(

ریحان
P1-10/02±0/010/155±0/180باسیل کوتاه گرم مثبت

P1-20/01±0/020/098±0/195باسیل متوسط گرم مثبت

پونه

P2-10/02±0/0۳0/045±0/265باسیل کوتاه گرم مثبت

P2-20/0۳±0/040/156±0/۳باسیل کوتاه گرم مثبت

P2-30/0۳±0/020/485±0/156باسیل کوتاه گرم مثبت

0/04±0/0۳0/۳55±0/240باسیل متوسط گرم مثبتP35گل نعنا فلفلی
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 بر ابتدا که دهدنشان می را (bp 1500 )حدود شدهانتخاب لاکتوباسیل سویه 9 برای s rDNA 16ژن PCR محصول 1شکل 

 .شود حاصل اطمینان آن کیفیت از تا شد برده %1 آگارز ژل روی

 
 PCR: کنترل منفی2، ستون  DNA marker:1: ستون s rRNA 16هایژن PCRتصویر ژل الکتروفورز از محصول  :1 شماره شکل

((No template12: سویه های مثبت جدا شده از محصولات لبنی و گیاهان دارویی، ستون3، ستون:L.plantarum   به عنوان کنترل
 مثبت.

 

 در شدهژن ثبت Accession number نیز و پژوهش این در شده انتخاب هایسویه Blast از حاصل گونه و جنس ،۳جدول  

NCBI ژنی در همچنین نتایج میزان شباهت بین سویه های جدا شده با سویه های موجود  در درخت فیلو .دهدمی نشان را

 شده است.ارایه  2شکل 

          
 پژوهش  این در شدهانتخاب هایسویه :3شماره جدول

 شماره شناسه نمونه سویه کد ثبت شده در بانک ژنی

KY290604.1 L.paracasei C5-2 1 

16 s  rRNA ژن های PCR تصویر 1. تصویر ژل الکتروفورز از محصول
 ستون DNA marker:1 ، ستون 2: کنترل منفی )PCR )No template، ستون 3: سویه های مثبت جدا شده از محصولات لبنی و گياهان دارویی، ستون12: 

L.plantarum به عنوان کنترل مثبت.

تصویر 2. درخت فيلوژنی حاصل از آناليز داده های s  rRNA 16 لاکتوباسيلوس
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جدول 3. سویه های انتخاب شده در این پژوهش 

کد ثبت شده در بانک ژنی سویه شناسه نمونه شماره

KY290604.1 L.paracasei C5-2 1

KY471691.1 L. fermentum B6-1 2

KY290602.1 L. plantarum B8-2 ۳

KY910116.1 L. pentosus C10-1 4

KY909332.1 L. pentosus C11-1 5

KY471692.1 L. helveticus K1 6

KY290599.1 L. pentosus P2-3 7

KY290600.1 L. plantarum P35 8

KY290605.1 L.paracasei Y5 9

 
در مواجهه با  سوبسترای کروموژنتیک  VSL#3نمونه تجاری   های بومی در مقایسه باپروبیوتیکنمونه های میزان جذب  :3 شماره شکل

Z-Gly-Pro-4-nitroanilid اندوپپتیدازبه منظور ارزیابی آنزیم پرولیل(A) .با  بومی هاینمونه های پروبیوتیک جذب میزانVSL#3 
 .Nنوع  آمینوپپتیداز اندوپپتیدازبه منظور ارزیابی آنزیم پرولیل Leu-p-NAدر مواجهه با سوبسترای 

 (.>P 05/0)علامت * نشان دهنده وجود اختلاف معنا دار است. 

P35 Y5 VSL#3 B8-2 K1 P2-3 

   0 

2/0  

4/0 

6/0 

8/0 

Probiotic 

A) 

* 
* 

* 

* 

* 

K1 P2-3 P35 Y5 VSL#3 B8-2 
   0 

2/0 

4/0 

6/0 

8/0 

Probiotic 

B) 

* 
* 

* 

* 

* 

 nitroanilid-4-Z-Gly-Pro در مواجهه با سوبسترای کروموژنتيک VSL#3 تصویر 3. ميزان جذب نمونه های پروبيوتيک های بومی در مقایسه با نمونه تجاری
به منظور ارزیابی آنزیم پروليل اندوپپتيداز

.N به منظور ارزیابی آنزیم پروليل اندوپپتيداز آمينوپپتيداز نوع Leu-p-NA در مواجهه با سوبسترای VSL#3 ميزان جذب نمونه های پروبيوتيک های بومی با
.)P< 0/05( علامت * نشان دهنده وجود اختلاف معنا دار است
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 VSL#3 را در مقایسه باN  پروليل اندوپپتيداز و آمينوپپتيداز نوع
نشان می دهند.

شناسایی ملکولی سویه های انتخاب شده

تصویر شماره 1 محصول PCR ژن s rDNA 16 برای 9 سویه 
لاکتوباسيل انتخاب شده )حدود bp 1500( را نشان می دهد که 
ابتدا بر روی ژل آگارز 1 درصد برده شد تا از کيفيت آن اطمينان 

حاصل شود.

 جدول شماره 3، جنس و گونه حاصل از Blast سویه های 
ژن   Accession number نيز و  پژوهش  این  در  انتخاب شده 
ميزان  نتایج  همچنين  می دهد.  نشان  را   NCBI در  ثبت شده 
شباهت بين سویه های جدا شده با سویه های موجود در درخت 
فيلوژنی در تصویر شماره 2 ارائه شده است. اعداد نوشته شده 

بروی خطوط بيانگر بوت استرپ است.

مقایسه نتایج عملکرد پروبیوتیک های بومی و تجاری 

 نتایج مطالعه نشان می دهد که پروبيوتيک های بومی از طریق 
توليد آنزیم های پروليل اندوپپتيداز و آمينوپپتيداز نوع Nقادر به 

تجزیه و تغيير گلوتن هستند )جدول شماره 4(. 

مطالعه حاضر نشان داد که پروبيوتيک های بومی ایران از نظر 
فعاليت آنزیمی پروليل اندوپپتيداز و آمينوپپتيداز نوع N دارای 
اختلاف فعاليت معناداری نسبت به نمونه تجاری )VSL#3( است 
)تصویر شماره 3(. یافته های حاصل از این تحقيق ضمن مشخص 
کردن اثر پروبيوتيک ها در تجزیه گلوتن می تواند مبنایی جهت 

مطالعات کاربردی در این زمينه باشد.

بحث

اسيدلاکتيک  باکتری های  گروه  مهم ترین  از  لاکتوباسيل ها 
هستند که نقش سلامت بخشی آن ها به اثبات رسيده است ]21[. 
این باکتری ها به دليل GRAS بودن، اهميت زیادی برای استفاده 
در بيوتکنولوژی غذایی و دارویی دارند. نتایج تحقيقات بيانگر 
آن اند که پروبيوتيک ها در درمان بيماری های خودایمنی از جمله 
مولتيپل اسکلروزیس، دیابت نوع 1 و آرتریت روماتوئيد نقش 
مؤثری دارند ]2[. همچنين اثربخشی پروبيوتيک ها در درمان و 
پيشگيری سلياك در مطالعات مختلف مورد ارزیابی قرار گرفته 
است. در بررسی ها نشان داده شده که تعدادی از باکتری ها متعلق 
به گونه لاکتوباسيل و بيفيدوباکتریوم سبب حفاظت سلول های 
اپی تليال در برابر گلوتن می شوند ]14[. در یک بررسی که در سال 
2017 انجام گرفت 18 گونه پروبيوتيک تجاری از لحاظ توانایی 
آنزیماتيک برای تجزیه گلوتن مورد ارزیابی قرار گرفتند. 10 گونه 
لاکتوباسيل با بيشترین فعاليت آنزیمی در تجزیه اپيتوپ های 
غنی از پرولين انتخاب شدند. نتایج نشان داد که ترکيب این 10 
گونه لاکتوباسيل می تواند به  عنوان یک فرمول پروبيوتيک بالقوه 

برای درمان بيماران سلياك باشد ]22[ .

گونه   18 گرفت  انجام   2017 سال  در  که  بررسی  یک  در 
 ،N نوع  آمينوپپتيداز  فعاليت  لحاظ  از  تجاری  پروبيوتيک 
ایمنوپپتيداز، پروليل اندوپپتيداز، تری پپتيداز، پروليداز، پروليناز و 
 ،LP35 و LP27 دی پپتيداز بررسی شدند. لاکتوباسيلوس پلانتاروم
لاکتوباسيلوس بولگاریکوس SP5 و دلبروکی بيشترین فعاليت 
 ، BGP2 و GP12 و لاکتوباسيلوس پاراکازئی N آمينوپپتيداز نوع
رامنوسوس  لاکتوباسيلوس  و   LP33 پلانتاروم  لاکتوباسيلوس 
SP1 دارای بيشترین فعاليت پروليل اندوپپتيداز بودند. 10 گونه 
لاکتوباسيل با بيشترین فعاليت آنزیمی در تجزیه اپيتوپ های 

Leu-p-NA (S2)و Z-Gly- 4 Pro-nitroanilid(S1) جدول 4. مشخصات پروبيوتيک های تجاری و ميزان جذب در 410 نانومتر با دو سوبسترای

ترکیب نام پروبیوتیک
میانگین±انحراف معیار

میزان جذب
)S1(

میزان جذب
)S2(

VSL#3
 Bifidobacterium breve، B. longum، B. infantis، Lactobacillus plantarum,
 L. acidophilus, L. casei، L. delbrueckii subsp. Bulgaricus و Streptococcus

thermophiles
0/۳50±0/020/200±0/01

Mood+
 (Dr. Formulated

Probiotics)

 Lactobacillus acidophilus, L.plantarum, L.helveticus ، L.paracasei, L.
 casei, L. brevis, L.rhamnosus, L.bulgaricus, L. gasseri, L.salivarius ،

 Bifidobacterium lactis, B.longum 175, B.bifidum،  B. breve, B. Infantis و
B. longum،

0/۳±0/0۳0/04±0/01

Organic Kids+
 (Dr. Formulated

Probiotics)

 L. acidophilus ،L.gasseri L.paracasei، L. plantarum، L.casei، L.brevis
 L. rhamnosus L.salivarius، L.bulgaricus B.lactis، B.breve، B.infantis،

B.bifidum B.longum
0/1۳5±0/020/059±0/01
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غنی از پرولين انتخاب شدند. نتایج نشان داد که ترکيب این 10 
گونه لاکتوباسيل می تواند به  عنوان یک فرمول پروبيوتيک بالقوه 

برای درمان بيماران سلياك باشد ]22[. 

در مطالعه ای که در سال 2015 انجام  شد، به منظور افزایش 
باکتری های تجزیه کننده گلوتن در روده، خوك ها به مدت 16 
باکتری های  تغذیه شدند. سپس  گلوتن  از  رژیم غنی  با  هفته 
روده ای جداسازی و کشت داده شدند. 4 گونه به  طور مؤثری 
قادر به تجزیه گلوتن و کاهش ایمنی زایی آن بودند که شامل 
Lact. amylovorus, Lact. johnsonii, Lact. Rumi-

nis، Lact. salivarius بودند ]23[. این مطالعه نشان داد که 
لاکتوباسيلوس ها باکتری های روده ای غالب تجزیه کننده گلوتن 
هستند که یافته های آن موافق با یافته های بررسی ای است که 
 Lact. Amylovorus، توسط کامينرو3 انجام شد و هردو مطالعه
Lact. Ruminis را به  عنوان گونه های اصلی تجزیه کننده گلوتن 
شناسایی کردند ]24[. در یک مطالعه که روی مدل های موشی 
Lacto-  حساس به گليادین انجام گرفته به نظر می رسد تجویز

basillus casei در کاهش علائم مؤثر واقع شده است ]25[. 

که  گرفته  انجام  تحقيقاتی  ما  پژوهش  یافته های  با  همسو 
اثربخشی سویه های مذکور را در تجزیه  گلوتن و بهبود بيماری 
سلياك نشان می دهد. در یک مطالعه در سال 2012 محققان 
Lactobacillus fermentum را به محيط کشت سلول های 
بر  را  پروبيوتيک  این  اثرات  تا  کردند  اضافه  روده  اپيتليال 
آسيب های ناشی از گليادین بر سلول بررسی کنند. بررسی ها 
سم زدایی  علت  به  فوق  پروبيوتيک  کردن  اضافه  داد  نشان 
بهبود وضعيت سلول های روده می تواند در درمان  و  گليادین 

بيماران سلياکی مفيد واقع شود ]26[.

در بررسی ای که در آن کودکان مبتلا به بيماری سلياك با 
رژیم گلوتن تغذیه می شدند، نشان داده شد که تجویز روزانه 
خوراکی دو زیرگونه از L. paracasei و L.planarum سبب 
تسکين پاسخ های ایمنی در کودکان مبتلا به بيماری سلياك 

می شود ]27[.

در یک بررسی که در سال 2017 انجام گرفت 18 گونه پروبيوتيک 
تجاری از لحاظ توانایی آنزیماتيک برای تجزیه گلوتن مورد ارزیابی 
لاکتوباسيل  گونه های  که  داد  نشان  بررسی  این  گرفتند.  قرار 
اپيتوپ های  تجزیه  در  مختلفی  آنزیماتيک  توانایی  ارزیابی شده 
غنی از پرولين دارند. 27LP    ( L.plantarum و 35LP( بيشترین 
 L.paracasei(GP12 داشت.و را   N نوع  از  آمينوپپتيد  فعاليت 
فعاليت  بيشترین   (BGP2و  L.planarum(LP33)نيز دارای 
پروليل اندوپپتيداز بودند. در نتيجه به عنوان سویه های بالقوه در 

تجزیه گلوتن قابل انتخاب هستند ]28[.

3. Caminero

سویه های پروبيوتيک که در بررسی های ما به عنوان سویه های 
بيماران سلياك معرفی  بالقوه  و درمان  گلوتن  تجزیه   مؤثر در 
شدند علاوه بر نقش مذکور، در درمان سایر بيماری ها هم به طور 
مؤثری به کار برده شده اند. به عنوان نمونه L. paracasei بر روی 
سلول های سرطانی دهانه ی رحم )هلا( نقش ضدسرطانی دارد 
و این نقش ضدسرطانی خود را از طریق افزایش بيان ژن های 
آپوپتوتيک BAX ،BAD ،caspase3 ،caspase8 ،caspase9 و 
کاهش بيان ژن BCl-2 القا می کند ]29[. همچنين سویه  فوق 
می تواند یک ابزار مناسب در درمان بيماری روده  التهابی باشد 
]30[. به علاوه این سویه می تواند در پيشگيری و درمان کبد 
چرب غير الکلی مؤثر واقع شود ]L.plantarum .]31 که سویه 
بيماری های  درمان  در  بود  ما  بررسی های  دیگر  شناسایی شده 
کبدی الکلی مؤثر نشان داده شده است ]32[. همچنين سویه  
مذکور اثرات ضد آلزایمر از خود نشان داده است ]33[. نشان داده 
شده که سویه  pentosus. L در پيشگيری و درمان هایپرکلسترميا 
ایفای نقش می کند ]34[. سویه دیگری که در بررسی های ما 
نقش اثربخشی در تجزیه گلوتن داشت L. helveticus بود که 
اثر بخشی آن در درمان سایر بيماری ها نيز نشان داده شده است. 
از جمله در یک تحقيق نشان داده شده که سویه  مذکور می تواند 
نقش پيشگيرانه در ابتلا به آرتریت روماتویيد داشته باشد ]35[. 
همچنين اثرات سودمند دیگری از جمله پيشگيری از عفونت های 
معده ای روده ای، افزایش محافظت در برابر عوامل پاتوژن و تعدیل 
پاسخ های ایمنی بيمار در سویه  مذکور مشخص شده است ]36[. 
همچون  مفيدی  اثرات  سویه  L. fermentumکه  درنهایت 
کاهش کلسترول خون, نقش پيشگيرانه در عفونت های معده ای 
سرطان  و  الکلی  کبدی  بيماری های  از  پيشگيری  تنفسی,  و 

کلورکتال را دارد ]37[.

نتیجه گیری

تنها  پروبيوتيک ها  این  اثربخشی  در محدوده   مطالعه حاضر 
به دليل  بررسی ها  از نظر سایر  و  بررسی شد  آنزیم  از نظر دو 
کمبود منابع مالی و امکانات دارای محدودیت است و نياز است 
که کارایی آن ها از لحاظ فعاليت سایر آنزیم های موردنياز جهت 
تجزیه کامل گلوتن شامل ایمنوپپتيداز، تری پپتيداز، پروليداز، 
پروليناز و دی پپتيداز مورد بررسی قرار گيرد تا بتوان به ترکيبی 
از پروبيوتيک های بومی با کارایی بالا جهت تجزیه گلوتن دست 
یافت. نتایج مطالعه حاضر نشان داد که پروبيوتيک های بومی 
 N ایران دارای فعاليت مؤثر پروليل اندوپپتيداز و آمينوپپتيداز نوع
هستند که می توانند به  عنوان گزینه های انتخابی جهت استفاده 
در ترکيبی جهت تجزیه گلوتن و کمک به بيماران سلياکی مورد 
عنوان  به   می تواند  پژوهش  این  یافته های  گيرند.  قرار  استفاده 

مبنایی در تحقيقات کاربردی مورد استفاده قرار گيرد.
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ملاحظات اخلاقي

پیروي از اصول اخلاق پژوهش

این مقاله شامل هيچ گونه مطالعه ای بر روی نمونه های انسانی 
و حيوانانی نيست و در طول مسير این مطالعه کليه اصول اخلاق 

پژوهش در نظر گرفته شد.

حامي مالي

این مقاله با حمایت دانشگاه علوم پزشکی و خدمات بهداشتی 
درمانی تهران انجام شده است.
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نویسندگان مراتب سپاس گزاری خود را از معاونت تحقيقات 
و فناوری دانشگاه علوم پزشکی تهران بابت حمایت مالی از این 

مطالعه به عمل می آورند.
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